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Medicament st composition pharraaceutique 

pour ie traitement des lesions du systeme nerveux et 

5 fractions enrichies en heparane sulfate 

La presente invention a pour objet 
1 'utilisation de polymeres ou de biopolymeres pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement de 
lesions de toutes origines affectant ie systame 
10 nerveux central ou psripherique en medecine humaina ou 
vaterinaire. Bile est en outre relative a des 
compositions phannaceutiques pour ce tr alternant. SXle 
a enfin pour objet des fractions enrichies en heparane 
sulfate, 

15 La synthese des polymeres CMDBS (dextranes 

substitues par des residus carboxymethyle, benaylamine 
et sulfonate) a ete decrite dans le brevet FR 2451724 
ainsi que dans le brevet US 4 740 594, Certains de ces 
polymeres raiment 1'heparine et peuvent etre utilises 

20 en tant que produits de reraplacement de 1'heparine du 
plasma, grace a leurs proprietes anticoaguiante et 
anti complement . 

Parmi 1 'ensemble des polymeres CMDBS, certains 
de ces polymeres ailment une autre propriete de 

25 1'heparine qui consiste en une stabilisation, une 
protection et une potentialisation de 1 'activite 
biologique in vitro des facteurs de croissance de la 
f ami lie FGF (Tardieu et coll , Journal of Cellular 
Physiology, 1992, 150 Pages 194 a 203}. 

30 Le brevet FR 2 644,066 decrit 1 'utilisation de 

certains CMDBS associes aux FGF pour la cicatrisation 
de la peau et de la cornee. Des experiences ont ete 
realisees en provoquant une blessure cutanea a 1 • aide 
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d'un emporte piece de 6 mm de diametre ches le rat. 
Dans cet example, le CMDBS associe au F6F 2 permet 
d'obtenir un effet net sur la vitesse et la qualite de 
la reparation de la peau. 
5 Un autre biopolymere, le dextrane sulfate a 

egaleroent ete propose en association avec des FGF, 
comma stabiiisateur et protecteur, dans le brevet 
Japonais N* 13830 , Le dextrane sulfate est par ailleurs 
Xargement utilise dans des pommades on cremes 

10 cicatrisantes de la peau ainsi que dans des 
compositions de collyre, mais n'a aucun effet rapporte 
a la connaissance do demandeur sur la cicatrisation et 
ou la regeneration de lesions du systeme nerveux. 

Un nomhre important de facteurs ayant des 

IS activates facilitant la survie des cellules nerveuses, 
la reparation de lesions nerveuses centrales ou 
peripherieues, ainsi que les rainnervations 
srnusculaires ont deja ete decrits : les facteurs 
poiypeptidiques comme le Facteur de Croissance des 

20 Nerfs (NGF) , les facteurs des families FGF, les 
facteurs derives du cerveau comma les BDNF, le Ciliary 
neurotrophic factor (CNTF) , le Neurotrophin 3 (N73) 
etc. 

Ces facteurs ont ete utilises dans des 
25 experiences de reinnervation musculaires, de 
reparation de coupures de nerfs peripherieues , 
moteurs , dans des modeles de lesions de cellules 
nerveuses centrales cholinergiques , ainsi que dans de 
nombreux autres modeles. A titre de references, les 
30 revues nsentionnees ci-apres decrivent une partie de 
ces travaux: PoK. Richardson, Current Opinion in 
Neurobiology, 1991, 1: 401-406 ; T. Ebendal, Journal 
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of Neurosciersces Research, 1992, 32: 4S1-470 j P.G. 
Cordeiro, R. Brooke et al., Plastic and 

Reconstructive Surgery, 2989, 85(3): 1013-1019 ; Q. 
Yan, J. Elliott et al., Nature (Letters to Nature), 
5 1992, 360: 753-755 j N.A< Seniuk, Journal of 
Reconstructive Microsurgery, 8 (5): 399-404 j F. 
Hefti, P.P. Michel et al., Advances in Neurology, 
1990, 53; 123-127 ; A.C. Cuello, I. Garofalo et al., 
Progress in Brain Research, 1990, 84; 301-321 ; 
10 Takeda, H. Onodera et al., Brain Research, 2992, 569: 
177-280. 

II ressort done de 1* analyse de X'etat de la 
technique que des facteurs de croissance et des 
polymeres en association avec des facteurs de 
25 croissance avaient deja ete utilises dans des 
duplications therapeutiques . 

Neanmoins, aucun des documents cites tie montre 
que les polymeres presentent des effets en eux-memes , 
e'est-a-dire sans qu'ils soient associss a des 
20 facteurs de croissance. 

Sn outre, 1'activite d' associations polymeres - 
facteurs n'a ete decrite que sur certaines lesions 
d'un type bien precis de tissu, tel que ie tissu 
cutane . 

25 Du fait de 1 ' imprevisibilite des effets 

therapeutiques d'une molecule donnee, il n'etait pas 
evident que ces polymeres puissent avoir un effet sur 
d'autres tissus. 

En effet, il est bien connu que les differents 

30 tissus du corps humain ou animal presentent des 
specificites tant structurelles que f onctionnelles qui 
rendent impossible toute prediction quant a 1' effet 
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d'une molecule, connue pour son ef fet sur le tissu 
cutane sur ua autre tissu. 

De meme, il est bien connu qu'il est impossible 
de predire I ' activite in vivo d'une molecule sur un 
5 tissu particulier a partir de resultats cbtenus in 
vitro sur un modele experimental specifique. 

De .maniere surprenante , il a ete trouve, selon 
1" invention, que certains CKDBS definis comma 
appartenant a la class© des HBGFPP ont un effet trss 

10 marque sur la vitesse de cicatrisation et de 
regeneration des lesions des tissus nerveux centraux 
ou peripheriques ainsi que sur la qualite de cette 
cicatrisation et/ou regeneration telle que l ! on peut 
Xa mesurer en i'etudiant par des methodes 

15 histolcgiques et physiologigues . La reinnervation 
musculaire avec reformation d'une jonction 
fcnctionnelie du nerf lese avec son muscle a ete 
observee. 

La prssente invention a pour objet 
20 l'utilisation d'au moins un polymere ou d'un 
biopoiymere, appeles HBGFPP, protegeant specif iquement 
les facteurs de croissance des families des FG? et TGF 
beta de la degradation trypsique et n'inhibant pas de 
maniere significative la coagulation, pour la 
25 fabrication d ! un medicament pour ie traitement des 
tissus musculaires. 

Un tei polymere presente parti cu I ierement une 
activite anti-coagulante inferieure a 50 unites 
Internationales par mg de polymere mesuree selon 
30 Maillet et al. (Mol, Immunol, 1988, 25,. 915-S23) . 
Preferentiellement, il n' active substantieilement pas 
le systeme du complement, c'est-a-dire qxs'il possede 
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una activite ant i- complement superieure a 0,5 ,ug pour 
le CH50 {selon Mauzac et al„, Bioraaterials , 6, 61-63, 
I9B5} . 

A van tageus emen t , il potentialise in vitro les 

S FSF. 

Selon la presente invention on entend par 
poiyraeres toutes substances naturelles, naturelles 
raodifiees chirnlquement ou totaiement synthetiques 
repcndant a la definition donnee ci-dessus, 
SO Ainsi il peut s'agxr de ; 

- polymeres obtemis a partir de dextranes raais 
modifies par d'autxes types de substitutions avec 
d'autres types de radicaux, 

~ polymeres naturels autres que ceux derivant 
15 de dextranes jnais comportant des residus osidiques 
(cellulose, chitine, f ucanes , etc...), 

- polymeres obtenus par polymerisation de 
monomeres de natures non osidiques {poly aclde 
malique, poly acide oxalique, poly acide lactique, 

20 polystyrene, polyethylene glycol) modifies ou non. 

Avantageusement, ledit polymere ou biopolyroere 
est un polysaccharide qui peut etre compose 
principal ement de residus glucose. 

^fi tel polysaccharide presentera 

25 preferentieliement un poids moleculaire superieur a 10 
kD et avantageusement proche de 40 kD. 

II peut aussi comprendre des residus 
glucosamine et/ou d' acide uronique, particulierement 
sous la forme de dimere glucosamine-acide uronique, 
30 Des polysaccharides particulierement preferes 

sont des dextranes substitues, des glycosaminoglycanes 
eventuellement associes a un lipide,. un peptide ou un 
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protide ou des sulfates de ces polymeres . 

La presents invention est en outre relative a 
ane composition pharmaceutique contenant de ces 
polymeres , 

5 Les poly.-ne.res st/ou Mopolyraeres peuvent stre 

selectionnes a partir de substances naturelles qui 
peuvent ensuite etre eventuellement modifiees par 
additions de groupements chimiques appropries ou 
encore obtenus entierement par synthase . Ces 

10 polymeres naturals, semi synthetiques ou entierement 
synthetiques sont ensuite selectionnes sur la base de 
ieurs capacites a interagir specif iquement avee 
plus ieurs facteurs de croissance natamment ceux de la 
famiile des FGF et des TGF beta. lis sont egalement 

15 selectionnes sur leurs capacite a proteger ce ou ces 
facteurs contre des degradations proteolytigues . Ces 
polymeres seront designes sous le sigie generique de 
HBGFP? {heparin binding growth factor protectors and 
promoters} . 

20 Deux prototypes de ces polymeres ou bio 

polymeres sont donnes eontme exemples ainsi que les 
precedes et criteres de selection de ces polymeres, 

Le premier example de KBGFPP appartient a la 
famille des CMDBS qui sont des produits connas, a 

25 s avoir des dextranes biospecif iques f onctionnalises , 
substitues par des residus carboxymethyie , benzylamide 
et benzylamine sulfonate. Ces polymeres illustrent 
1 'obtention de HBGFPF a partir de produits naturals 
(dextrans) subsequemment chimiquement substituss . 

30 Le deuxieme exeraple decrit la selection de 

produits ccmpletement naturels comsne les 
proteoglycosaminoglycanes sulfates purifies a partir 
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d' extra! ts tissulaires. 

Ces deux exemples illustrent les capacites de 
ces HBGFPP a interagir, a stabiliser, a proteger at a 
potentialiser les facteurs de croissances des families 
5 FGF at TGF beta et leur utilisation dans una 
composition pharroaceutique permettant une 

cicatrisation et une regeneration des liaisons 
nerveuses ainsi qu'une protection et cicatrisation des 
cellules narveuses. 

10 On entend , dans la presente demande , par 

traitement, toute operation curative ou preventive 
effectaee pour la prophylaxie, la cicatrisation, la 
protection ou la regeneration de lesions touchant le 
sy st erne nerveux. 

15 Grace a 1* action des HBGFPP et notamment des 

CMDBS comme 1' illustrent les exemples ci~dessous , la 
reinnervation du muscle de type EDL ou Scleus est 
acceieree* Cette reinnervation se traduit par la 
regeneration de la fibre nerveuse et la reformation 

20 rapide d'une jjcnction synaptique fonctionnelle . 

On observe lors des lesions proches du muscle 
non seulement une augmentation de la croissance 
axonale mais egalement un controle de cette 
croissance. Ainsi au niveau du bourgeonnereent 

25 ("sprouting"}, cette croissance se produit d'une 
maniere crganisee et orientee se traduisant par une 
acceleration de la reparation fonctionnelle. 

Les proprietes des HBGFPP font de cette famills 
de jnolecules une classe tout a fait nouvella et unique 

3D de medicaments utilisables pour favoriser et ameliorer 
les lesions du systeme nerveux central ou 
peripherique, touchant directeroent les cellules 
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neuronales et leurs prolongeroents a&onaux et 
dendritiques, les neurones ehaiinerglques cu 
dopaminergiques ou encore touch&nt les cellules 
assocxees aux neurones comae les cellules gliales 
5 astrocytaires oligodendrocytes et cellules de Schwann, 
Les causes de ces lesions peuvent etre de toutes 
origines: traumatigue, iatrogene on chimigue, liees a 
1 'utilisation de rayonnements ou induites par des 
interventions chirurgicales , d s origines infeetieuses 

10 bacteriennes , paras itaires , virales on encore 
d 5 origins auto-immune ou encore, des lesions et 
deteriorations induites par des saignements comae des 
ruptures de vaisseaux. Ces nouveaux medicaments 
s'utilisent egalement pour le traitement de maladies 

15 neurodegeneratives comaie les maladies de Parkinson ou 
d 'Alzheimer ou d* origines genetiques . Enfinj, ces 
medicaments peuvent etre associes avec benefice mxx 
cellules utilisees dans les therapies ' de 
transplantations dans les zones atteintes du cerveau a 

20 I s aide de cellules normales ou modifiees 
gene ti querent . 

Le medicament et la composition pharmaceutique 
selon 1' invention peuvent contenir une quantite 
efficace de HBGFFP par exemple du CMDSS associe a an 

25 on plusieurs vehicules compatibles et 

pharmaceutiguament acceptables. Elie peut etre 
egalement associee a des agents pharmacsutiques comma 
des anti-inf lammatoires et/ou des antibacteriens , 

Le vehicule peut etre du serum physioiogique ou 

30 des tampons tels que le PBS contenant NaCl 0,15 M ols 
tcute autre sorte de solution compatible et non 
irritants pour les tissus nerveux leses, Oes 



formulations permettant d'obtenir das solutions 
pateuses ou en gel selon les techniques csur&ntes 
connues de 1'homme de l'art peuvent etre proposees 
selon le type et i 'accessibilite de la lesion, 
S Avantageusamenfc, une telle composition est 

congue pour etre directement injectable directement 
sur le sit© de la lesion a une dose de 2,5 a 2500 
mq/ml de HSGFPF come le CM0BS dans les examples ■ 
donnes ou comrae les biopolymeres naturels KBGFPP iels 

10 le ssesoglycan mais la vole intraveineuse ©u ■ 
intramusctilaire peat Stre prefers© dans le cas de 
des innervation de muscle desinnerve. L' injection dans 
la moelle epiniere peut etre egalement preferable dans 
le cas de lesions de celle-ci ou de lesions au niveau 

15 des embranchements de prolongements de fibres 
nerveuses qu'elies soient motrices et/ ou sensitives. 
Le volume d* injection est estime en fonction de 
1 ' importance du volume de la lesion. Des doses 
correspondent a 100 pi sont souvent suffisantes. 

20 Outre ses qualites de protecteur des facteurs 

de croissance "Heparin Binding", les HBGFP? 
selectionnes selon les tests deer its . ci~dessous 
presentent une tres faible activite anticoagulant©, 
par rapport a celle de 1 'heparins, trop faibie pour 

25 perturber la coagulation dans le cas d'un traumatisme. 
Dans le cas d'une injection par voie intraveineuse, la 
dose injectse doit etre rapportee au volume sanguin de 
I'homme ou de 1" animal ainsi traite pour que la dose 
de HBGFP? dans le sang soit egalement comprise entre 

30 2,-5 a 2500 rog /ml. 

A litre d'exemples decrits dans les pages 
suivantes et concernant la reinnervation du muscle 
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squelettique du rat adulte de type ( Extensor 
Digitorum iongus (EDL) ou des muscles ients posturaux 
(Soieus) , une injection unique de 100 jul d'une 
solution de CMDBS a 50 ptgtol sur le site de la 
5 blessure induit une reinnervation complete en 17 jours 
alors que dans le cas du muscle EDI,, cette 
reinnervation ne s' observe qu'en SO jours sans 
traitement. Dans le cas des muscles Soieus, I'effet du 
CMDBS est encore plus marque puisque apres injection 

10 de CKDBS, la reinnervation est totale at fonctionnelle 
en 17 jours alors que la reinnervation du muscle 
contralateral est defectueuse meme apres 60 jours. Ces 
effets sont specif iques des HBGFPP et notamntent de 
certains CMDBS repondant aux criteres de selection 

15 vis-a-vis de la protection des FGFs et des facteurs 
de croissance de la famille TGF beta contra les 
degradations proteolytics induites par I 1 action de 
la trypsine . Cette specificite peut s'illustrer en 
coraparant les effets de reparation des lesions des 

20 tissus nerveux par les HBQFPP et des pro du its vols ins 
comnse 1 'heparine, le dextrane, le dextrane sulfate ou 
la Sucrase (sucrose octyl sulfate). Bien que ces 
molecules interagissent avec les FGFs at tout au mo ins 
en ce qui concerne 1 ' heparine avec le TGF beta , ni 

25 la sucrase } ni 1' heparine , ni le dextrane sulfate ne 
prctegent le TGF beta contre la proteolyse induite par 
1' action de la trypsine ainsi que le montre 
i 'application des tests de criblages et de selection 
des HBGFPP decrits dans les examples ci-dessous. Ces 

30 produits sont sans effet sur les lesions des tissus 
nerveux. Ainsi, en procedant a un criblage in vitro 
sur la base d'une protection double das FGFs et des 



TGFbeta centre X'action de la proteolyse induite par 
la trypsins il est possible de seiectionner des HBGFPP 
come certains CMDBS donnes dans les examples . Cas 
mimes criteres de selection appliques a des 
5 Mcpolymeres naturels conune le mesoglycan on le 
suiodexide ant permis de montrer que le mesoglycan qui 
presente une double activite de protection et de 
stabilisation pour a la fois les FGF et les TGFbeta 
presente une activite favorisante pour la reparation 

10 et la regeneration nerveuses et a ce titre fait partie 
de la f ami He des HBGFPP alors que le suiodexide qui 
protege les FGFs centre la proteolyse induite par 
1 ! action de la trypsins n'a pas d* action protectrice 
significative centre 1' action de la trypsins sur les 

15 TGT beta. 

La presente invention est en outre relative a 
des fractions du mesoglycan ou du suiodexide enrichies 
en heparane sulfate, presentant avantageusement 80%, 
et preferentiellement 95%, d* heparane sulfate. 

20 De telles fractions peuvent etre obtenues par 

un precede d 1 enr ichis semen t en heparane sulfate d'une 
composition de glycosaminoglycanes , comprenant les 
stapes suivantes: 

- chromatographic echangeuse d'ions de ia 
25 composition, 

- elation sur un gel de DEAE, 

- traitement par la chondroitinase ABC, 

- chromatographie sur tamis moleculaire, et 

- elution de 1" heparane sulfate. 

30 L' invention sera illustree, sans etre 

aueuneraent iimitee par les exempies qui suivent, dans 
lesqueis : 
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La figure I represents la formula du CMBBS. 
La figure 2 il lustre la potentialisation de 
1 'activate biologique des FGF1 (2a) et FGF2 (2h) par 
.1 "heparin©, le mesoglycan fit le suiodexide. La mesure 
5 de I'activite biologique est effeetuee sur des 
cellules CCL39 par la mesure de 1 'augmentation de 
1 ' incorporation de thymidine tritiee en fonction de la 
dose de FGF1 et de FGF2 ajoutee seule ou en presence 
de 20 pg d 'heparins , de 10 pg de mesoglycan ou de 10 

10 ug de suiodexide. 

les figures 3 et 4 illustrent i'effet 
prctecteur de 1 'heparins, du mesoglycan et du 
suiodexide contre une degradation thermique du FGF1{3) 
et FGF2 { 4 } . Les echantillons de FGF sont incubes seuls 

15 ou en presence de 20 jug d' heparins , de 10 pg de 
mesoglycan ou de 10 pg de suiodexide a 20 *C (a) et 
37"c {b} pendant I, 1, 15, 30 jours. La mesure de 
1 'activite biologique presentee en abscissa correspond 
aux valeurs des unites de stimulation (BB5D) de 

20 1 1 incorporation de thymidine tritiee dans des cellules 
CCL39 . 

La figure 5a illustre I'effet protecteur de 
1 5 heparins , du mesoglycan et du suiodexide contre une 
degradation proteolytique du 125 I-FGF1. La digestion 

25 proteolytique a ete effectuee a 37*€ et les 
echantillons out ste separes par electrophorsse sur 
gel de pclyacryiaraide a 18 i Les gels sont seches et 
autoradiographies. La premiere piste contient le 
FGF1 seul,. dans la deuxieme {piste 2) le i25 I-FGFl est 

30 incube en presence de trypsine et d'hsparine (piste 
3), de mesoglycan {piste 4) ou de suiodexide (piste 
5). 
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La figure 5b iX lustre 1'effet protecteur de 
I 'heparine, du mesoglycan et du sulodexide contre uns 
degradation preteolytique du *'^X-FGF2 . La disposition 
des pistes est identigue a celle presentee pour le 
5 125 I-FGF1 en 5a , 

Les figures 6A et 6B sent des profils dilution 
sur coionne de DEAE-Trisacryl respectiveraent des 
fractions HSM {Fig. 6A} et HSS (Fig. SB), en presence 
de fractions chondroi tines sulfates (CSA) pour le 
10 calibrage de la coionne. 

Les figures 7A a 7F representent la ir.ise en 
evidence des gouttieres syneptiques des plaques 
motrices (P) par 1' Acetyl Choline Esterase (AChE) . Les 
axones (A) sont reveles en brun-noir par 
15 1' impregnation argentigue sur des coupes 
iongitudinaies de 80 mm d'epaisseur. 

La figure 7A represents une coupe de snuscle £BL 
normal adulte. Les plaques motrices des fibres rapides 
ont une gouttiere synaptique tres developpee et 
20 differencxee (en haut a gauche } (x 150). 

La figure 73 represente une coupe de muscle EDL 
apres 60 jours de regeneration sans traitement. Les 
plaques sont bien reformees, elles ont on diaraetre 
analogue a celui du temoin homologue mais la surface 
25 et la dif f erenciation synaptique sont plus faibles (x 
150} . 

La figure 7C represente une coupe de muscle EDL 
apres 17 jours de regeneration, traite par le CHDBS « 
Le diametre de la plaque est comparable aux precedents 
30 mais la surface et la dif f erenciation synaptique sont 
nettement plus elevees . (x 450). 

La figure 7D represente une coupe de rauscle 
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Soieus normal adults, Le diametre de la plaque est 
identiqua a celui de i'EDL mais la differentiation da 
la gouttiere ast mains elevee (x 300). 

La figure 7E represente une coupe de muscle 
5 Soieus apres 50 jours de regeneration, non traits. 
L'AChE marque 1 ' emplacement des plaques qui ont un 
aspect diffus, sans gouttiere visible et deplisseas. 
Les axones moteurs ne sont pas visibles. Ces 
observations sont en faveur d'une non rainnervation. 

10 (x 150) , 

La figure 7F represente une coupe de muscle 
Soieus apres 1? jours de regeneration, traite par le 
CMDBS. La gouttiere synaptique est bien different: iee 
et fortement marquee par 1 'AChE. Les axones sont 

15 visibles au niveau de la plaque motrice. (x 300) . 

Le figure 8 illustre 1' evolution du nombre de 
plaques matrices {en ordonnee ) par coupe longitudinals 
de muscle EDL et Soieus au cours de la regeneration 
post-traumatique {en abscissa). 

20 La figure 9 illustre 1' evolution de la 

proportion {en ordonnee) de I'isoforme synaptique All 
{165) de 1 'AChE dans les muscles EDL et Soieus non 
traites au cours de la regeneration (en abscissa) » 

La figure 10 illustre l'activite de la choline 

25 acetyl transferase (CAT) {en ordonnee) du muscle SDL 
de rat adulte au cours de la regeneration (en 
abscissa) , 

La figure 11 illustre l'activite de la choline 
acetyl transferase {en ordonnee) du muscle Soieus de 
30 rat adults au cours de la regeneration (en abscisse) . 
MIMELJLi 

Preparat ion et selection des CMDBS 



a? Preparati on des CMDBS 

l>es CMDBS sont des dextranes substitues par des 
groupements carboxymethyl, benzyl amide et benzylaraide 
sulfonate. La methods de synthese des CMDBS pent etre 
5 cells decrite par M.MAUZAC et J . JOSEFONVICZ dans 
siomateriais 1984,5,301-304. Selon ce precede, is 
carboxyimethyle dextrane {CUD} est prepare a partir de 
dextrane par substitution de gueiques unites 
giycosylees avec des groupes carboxyliques sur le 

10 carbone en position 5 ou 6, Dans une deuxiesne etape, 
la benzylamide est couples aux groupes carbexyi issues 
pour former le carboxymethyl -benzylamide dextrane (ou 
CMBD) . Enf in quelquss noyaux aromatiques du 
benzylamide sont sulfones pour aboutir au 

15 carboxyrcethyle dextrane benzylamide sulfonate ou 
CMDBS . 

Les sels de sodium de ces derives sont 
ultraf litres, iycphilises et dissous dans le tampon 
approprie avant utilisation. 
20 La formule general e des CMDBS est illustree sur 

la figure 1. 

Les CKDBS possedent une distribution 
statistique des differents substituants . Les 
pourcentages pour cheque type de CMDBS sont determines 
25 par les methodes classigues. 
°) Selection, des CMDBS 

i s Tests de protection et de stabilisation des FGF s 

Lors de la synthese des CMDBS il est possible 
de controier ie taux de substitution de chacun des 
30 groupements par modification des conditions de la 
reaction de substitution. Le controle des parametres 
comme ia temperature, le temps de reaction, les 
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concentrations relatives des constituants et le ncmbre 
de reaction de substitution etc.,. permattent 
d'obtenir un tres grand nombre de poiymeres 
substitues. La substitution des hydroxyles par ie 
5 carboxysnethyle sur les carbones en positions 5 at 6 
permet d'obtenir des taux de carboxymethylation allant 
de 0 a 200% (100% pour chacun des carbones en position 
S et 6). Le groupement carboxymethyle peut etre a son 
tour partial} ement ou totaiemsnt utilise pour la 

10 fixation de la benzylamide. t>es groupes benzylasnides 
peuvent etre partiellement ou total ement utilises pour 
la sulfonation. Les dextranes substitues 
fonctionnalises utilises selon 1* invention sont parmi 
ceux special ement decrits dans le brevet frangais 

15 n'2.461.724. Outre la capacite a stabiliser et 
proteger les facteurs de croissance de la familia FGF 
comme decrit dans la publication de Tardieu et coll 
J. Cell .Physio .1992 150 p 194 a 203 ; et dans le brevet 
Francais N*2, 461.724} le CMD3S selectionne doit 

20 pouvoir interagir avec au moins un merobre de la 
famille des facteurs de croissance de la famille TGF 
beta selon une methode devaluation decrite ci-dessous 
et proteger les TGFbeta centre une proteolyses 

ii. Evaluation des. eapacites d 5 inte ractions 

25 entre CKP3S et facteur s de croiss an ce de l a familie 

Afin de mesurer la capacite de certains CMDBS a 
interagir avec les membres de la f ami lie TGF beta et 
de par cette interaction proteger ies TGF beta, un 
30 test de criblage a ete etabli . Ce test cons is te a 
mesurer la capacite du CKDBS selectionne a permettre 
au TGF beta de garder son activite biologique malgre 
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an traitement proteasique, 

Dans 1 ' exemple ci-dessous le CMDBS utilise est 
la lot 26.2 defini par tin taux de substitution de 110% 
de motifs carboxyraethyles , 3,6% de motifs benzyl amides 
5 st 36,5% de sitotifs sulfonates et possede une activite 
anti-coagulante de 4 UX/mg (Unites Internationales). 
L ! activite anti-complement de ce lot est de 1,1 prg de 
CK50 j elle est mesuree selon Mauzac et 
al , (precedenunent cites). 

10 L ( heparins utilisee comma temoin provient des 

etablissements Sanofi. {Institut Choay) et presents une 
activite anticoagulante de 175 Ul/mg 

Le TFG beta 1 est prepare a partir de 
plaguettes sanguines humaines selon le protocols 

15 decrit dans de nombreuses publications et couramment 
utilises par 2'homme de 1'art { par example dans la 
publication Growth Factors and their Receptors 1992 , 
vol I pages 419-472 par A. Roberts et M.Sporn edite 
par A. Roberts et M.Sporn et publiee par Springer 

20 Verlag Berlin, Le test d* activite biologique du TGF 
beta utilise dans cet exemple est celui de 
1* inhibition de croissance des cellules CCL64 
(provenant de 1 'American Tissue Culture Collection). 
Cette inhibition est mesuree par la capacity du TGF 

25 beta a inhiber 1 ' incorporation de Thymidine tritiee 
d'une maniere dose dependante dans ces cellules CCLS4 
stimuiees par le facteur de croissance FGF ou par du 
serum de veau foetal selon le protocols decrit par Van 
■Zaien dans Progress in Growth Factor Research, 1990 ,2 

30 p!31 a 152. 

Le TGF beta est utilise a deux doses, 1 ' une 
correspondent a la capacite d* inhibition de 50% de 



1 5 incorporation de Thymidine tritiee {dafinie csmme 
1 'unite d'activite inhibitrice) i 'autre , eorrespondant 
a la capacite d 5 inhibition de 100%. Dans cet example 
ies valeurs obtanues sont de 250 pg de TGF beta pour 
5 cbtenir I 'unite d'activite d' inhibition sur ies 
cellules CCL64 cultivees dans 1 ml de milieu de 
culture. Le 100% d 5 inhibition est obtenu avec Ing de 
TGF beta. dans 1 ml de milieu de culture. 

Un echantillon de 50ng de TGF beta dans du 
10 tampon phosphate salin contenant 0.1% de serum 
albumine bovine (provenant de la Societe SIGMA a Saint 
Louis USA) est incube seul, ou associe soit a 5000 
de CMD3S , scit a SOOOug d'heparine, avec ou sans 500 
jug de trypsine. Le volume final de la solution incubee 
15 est a juste a 1 ml et 1' incubation est effectuee a 37*C 
durant un temps variable (10 minutes dans I'exemple 
deer it ( tableau 1). 

Des echantillons d'un volume de 20 pi de 
chacune des reactions d* incubation sont prelaves et 
20 a j antes aux cellules CCL64 cultivees dans des plateaux 
de 24 puits contenant chacun un millilitre de milieu 
de culture seion le protocole decrit par E.Zohlen 
mentionne ci dessus. Dans ces conditions la 
concentration finale de TGF beta par puits est de 
25 Ing/ml . Le tableau 1 resume les resultats obtenus dans 
diverses conditions et montre i'effet protecteur du 
CMDBS. Ainsi apres 10 mn d'incubation a 3?"C, 75% de 
i'activite biologique du TGF beta est encore presente, 
alors que 1'heparine qui pourtant psut se fixer au TGF 
30 b {Mac Caffrey et al. , J. of Cell Physiology, 1992 , 
vol. 52, 430-440} ne protege pas le TGF beta contre 
cette degradation proteolytigue (il reste mo ins de 20% 
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d'activite biologique) . II est a rappeler que dans le 
cas des FGFs I'heparine assure une protection contre 
la proteolyse induite par la trypsins. {Tardieu et al . f 
Journal of Cellular Physiology, 19S2, 150% 184-203} . 
S II a ete verifie que le CMDB5 n'avait pas de 

pouvoir inhibiteur sur 1'activite de la trypsine 
{tableau 2). Ainsi, 10 pg de trypsine ont ete incubes 
soit avec un substrat (5.87 foiami par la societe 
SerMo, Paris et utilise selon les recommandations de 

10 ce fournisseur) ou salt avec ce substrat et un 
inhibiteur de la trypsine tel celui provenant du soja 
( conane le Soyabean trypsin inhibitor ou ST J de chez 
Sigma) ces incubations etant faites en 1' absence ou en 
presence de quant ites variables de CMDBS {lot AM26) . 

15 L'activite enzymatique de la trypsins a ete mesuree 
par absorption spectrophotometrique du produit de 
transformation du S 87 en fonction du temps 
d ! incubation. 
SXSMF LE 2% 

20 Selection d'autres HBGF P? 

Deux preparations coromerciales de 

proteoglycosaminoglycanne et glycosaminoglycannes ont 
ete selectionnees selon leurs capacites a interagir 
avec les facteurs de croissance de la f ami lie du FGF 

25 ainsi qu'avec ceux de la famille du TGF beta. 

Des preparations d'heparane sulfate obtanuas 
par fractionnement du roesoglycan et du suiodsxide ont 
d* autre part ete testees. 

Le Mesoglycan et le Suiodexide ont ete fournis 

30 par la Societe Sigma Chemical Co , Saint Louis MO USA 
precedemment cites. 

Les cellules utilisees dans cat exemple sent 
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les cellules CCL39 qui proviennent de 1 "American 
Tissue Culture Collection. Les conditions de culture 
et de tests de mesure d'aetivite biolsgique des FGFs 
sent les mimes que ceiles dacrites dans la publication 
5 Tardieu et coll J .Cell. Physiol* 1932. Leurs proprietes 
sont resumees dans; le tableau 3. Les facteurs de 
eroissance FGF utilises sont les formes recombinantes 
mil et FGF 2. 

a) Ef.fet du Hesoql ycan et Sulo de xide sur 1 ' activite 

10 Mplo gioue des .F GFs in vitro. 

Sans ess experiences le FGFX ou 2 est utilise a 
una dose correspondent a la dose efficace (notae BD50) 
pour induire une stimulation de 1' activite biologique 
de 50% de la dose induisant la stimulation m&ximale 

IS ,h' activite biologique est mesuree par la capacit© 
d 4 induire une augmentation de 1 ■ incorporation de 
thymidine tritiee dans les cellules selon les 
protoeoles largement decrits dans de nambrauses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentionnee 

20 precedemraent et egalement dans le brevet frangais N*2 
644 06S. Bans cet exemple 1«SD50 est de 5 ng/ml pour 
le F&F/l et de 3 ng/ml pour le FGF 2, valeurs mesurees 
exper±m«iital*ment (Figs, 2a et 2b). La meme experience 
ds stimulation en fonction de la dose de FGF est 

25 effectuee en presence de 10 |ig/ml de Mesoglye&n ou de 
Sulodexide ou 20 p$/ml d' Heparine. La figure 2 montre 
que dans ces conditions i'EDSQ devient 0.4 ng/ml et 
0.2 ng/ml respectivement pour les FGF1 et FGF2 en 
presence de ces doses de mesoglycan ou d' Heparine, 

30 Outre cette capacite a potentialiser I 'activite 
biologique des FGFs les HBGFFP protegent les FGFs 
contra les degradations tbermiques ainsi que contra 
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X * inactivation induite par I' action proteolytique da 
la trypsine. {Figs, 3 a 5) * Be la sssme maniere ces 
HBGFPP protegent FGFl et 2 centre une inactivation 
induite par I'aetivlte prGteclytique de la trypsins 
S {Figs. 5a et 5b). 

b) Effets protecteurs des ^jsj^ycans, 

sulodexides, ciu dex trane, du riextrane sulfate et da . la 
s. ucrase vis-a-vi s des TSF beta. 

PXusieurs autres composes ont ete evaluesj Is 

10 dextrane sulfate {Sigma Chemical, da poids molecul&ire 
40.000,, le dextraise ayant servi a la synthase du C&S3BS 
{egaiement de chez Sigma) de 2a sucrase on sucrose 
octasuifate {fournie par D. Bar Shalom, Societe Sttfch 
Medic, Banemark. Certains de ces composes oat iti 

15 enoisis car ils protegent et stabilisent les FGF. 
Almsi, la sucrase (se conferer au brevet US U' 520 
2311} ou le dextrane sulfate {se conferer au brevet 
japonais n" 1 38907/88) . Le dextrane est celui qui a 
servi a la synthese du CMDBS AH26 . 

20 L' experience de protection de i* activity 

biologigue des TGFbeta a ete realisee de la mSme 
man i ere qu'avee les CMDBS ainsi $ue decrit daus 
I'exemple 1 ii; Le melange d'incubation contient 50 ng 
de TGF beta ( dans 0,1 % d'albumine serigue de bovin) 

25 et de la trypsine {500 Mg) . Le roesoglycan du le 
sulodexids ou le dextrane sulfate ou le dextrane ou la 
sucrase sent utilises a la dose de 5000 ftg. 

L'activite Moiogique du TGFbeta est mesurea 
comma decrit ci-dessus apres une dilution de 50 fois 

30 et en utilisant des cellules CCLS4. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 
Ces resultats illustrent qu'a 1 "exception de 
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certains CMDBS cspafales de repondre aux deux cr I teres 
de selection vis-a-vis des FGF et TGFfceta seui, parmi 
las autres composes testes, ie mesoglycan presente une 
activite protectrice significative pour les TGFbeta. 
5 c) Isolemen t de Xa fra ction Heparane Sulfate „ du 
Suloda xids et du M esoglycan. 

Le Sulodexide et le Mesoglycan correspondent a 
des melanges de plusieurs substances dont I s essential 
est constitue de differents glycosaminoglycanes {GAG} « 
10 , Par une premiere etape de purification, il a 

ete etabli qu * un gramme de produit sec da chacun de 
ces deux produits contenait respectivement 874 mg pour 
le mesoglycan et 795 mg pour le sulodexide de GAG 
totaux . 

15 Cette purification a ete obtenue en soumettant 

ces produits solubilises a une chromatographie 
echangeuse d'ions {BEAE - Trisacryl) pour enlever tous 
les contaminants proteiques. Les GAG totaux ont alors 
ete purifies en eluant le gel de DEAE avec une 

20 solution d 5 acetate de sodium, pK 4, contenant 1,5 M 
NaCi. 

Apres une phase de dialyse extensive centre de 
l'eau, 60 mg de ehaque produit de GAG ont ete digeres 
par la chondrci'tinase ABC pendant une nuit a 37*C { 1 

25 unite par mg de GAG) . Cette enzyme degrade tous les 
GAG a 1 'exclusion des heparane s sulfates (US). i<es 
produits de digestion ont ete soumis a une 
chromatographie sur tamis moleculaire (G5C sephadex,, 
colonne de 1 , 8 x 95 cm) . L'elution est ensuite 

30 reallsee en tampon bicarbonate d' ammonium sous un 
debit de 18 ml/h. Le materiel non digers qui 
correspond a des GAG de nature HS est coliecte dans le 
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volume mort d' elation de la coipiate* 

Les concentrations en GAG sont caieulees a 
partir de ieur contenu en acide uronique par la 
roe t node au carbazole (Bitter T, et Muir H.M. , 1S62, 
5 Anal. Biochem 4, 330-334), 

Ces dosages ont permis de preciser la 
composition suivante de ehacun des produits; 

Sulodexide Mesogiyean 
GAG tctaux 79 % 87 % 

10 Fraction Heparane Sulfate (HS) 48 % 52 % 

Autres GAG 31 % 35 % 

Las fractions HS de ehacun de ces deux produits 
ont ate chromatographieas a nouveau sur un gel de BSAE 
Trisacryl,. 1 mg de cihaque fraction HS, purifies a 

15 partir du mesogiyean (Fig. SA) ou du sulodexide ( Fig. 
SB), dans 3 ml a ete depose sur une colonne equilibria 
avec du tampon 0,05 M NaCl, 0,05 H TMS-Hel pH 7,5. 
Apres un lavage de la colonne par 10 volumes du taenia 
tampon suivi d'un lavage par 10 volumes d'un tampon 

20 0,05 M .met, 0,05 M d'aeetate de sodium pK 4, 1st 
materiel fixe a la colonne est desorbe par un gradient 
sal in allant de 0,05 M NaCl a 1,5 M KaCi dans le meme 
tampon acetate, I ml de chaque fraction collected a 
ete dose par la saetfcode au carbazole. 

25 Le materiel correspondent aux constituants HS 

de ehacun des produits d' origins presents 
approximativement le mem profil d'elution et done a 
pew pres la mesne charge apparente. Ce maximum du pic 
d'elution est obtenu pour «ne concentration saline de 

30 0,94 8 NaCl, One fraction definie de chondroxtine 
sulfate (CSft) a ete soumise au meme protocols en vue 
de calibrer la chromatographic . Cette fraction CSh qui 
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ne contient qu'un groupe sulfate par disaccharide est 
elue a la force ioniqae de 0,72 M NaCl. 

Ces resultats raontrent que 2a fraction HS 
contient plus de groupexnents sulfates que les CSh de 
5 reference. La fraction HS presents environ deux 
grcupes sulfates par unite dissacharidique . 

Ces fractions ont ete testees pour connaitre 
levsr pouvoir protecteur vis-a-vis du TGF /? et du FGF 
en coroparaison des pouvoirs etablis avec les produits 
10 bruts respectifs. 

Evaluation semi-quanti tative des e ffets 
orotect eurs du FGF par dif ferents polymeres, 

Comme decrlt ci-dessus , une quantite constante 
de FGF radioactif est incubee dans des conditions 
15 differentas. Apres autoradiographic des produits de la 
reaction, ia quantite de FGF radioactif non degrade 
est quantifiee par densitomStrie. Les valeurs 
correspondent au pourcentage de FGF radiomarque 
retrouve par rapport a la quantite deposee en debut de 
20 reaction. (Tableau 5). 

Les resultats des tableaux 4 et 5 raontrent que 
les fractions HSM et HSS issues respect ivement du 
mesoglycan et du sulodexide presentent des effets 
protecteurs superieurs a ces deux compositions et 
25 proches de 100%. 

des q l.ycosaminoqlycanes su r I'act ivlte de I'el astase 

leucocytaire et sur la plasmine. 

Les pouvoirs d' inhibition de dif ferents CMDBS 
30 et de leurs composes interraediaires de ieur synthase, 
ont ete etablis pour I'elastase leucocytaire et la 
piasmine . 
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L'elastase leucocytaire purifiee a ete cbtenue 
par Slastin Products Co (Owenviile, MO, USA) et la 
plasmine ones SIGMA. 

L' inhibition des activates enzymatiques par ces 
5 differents composes est effectuee a 37 *C dans un bain 
thermostate. Les ensymes considereas sont raises en 
solution dans tampon Tris-KCL 100 m f pH8 pour 
l'elastase et pK 7,4 pour la plasmine, en presence da 
0,02% d'azide de sodium et de 0,01% Triton X100 pour 

10 ia plasmine. Les concentrations des. substrats et 
eel les des enzymes . sont ; 0,10 sbM MeO-Suc-Aia-Ala-Pro- 
Vai~pNA (paranitroanilide) pour l'elastase a 8,3 nit et 
0,20 mM dVal-Leu-dLys-pNA pour la plasmine a 7? nM, 
Pour chacune des conditions est etabli X'ICSO. 

IS Le tableau 6 donne les resultats obtenus dans 

lesquels, le lot AM6 correspond a un dextrane 140 de 
40 000 KD. Le lot EMS correspond a un dextrane T10 de 
10 000 kD. Les produits intermedia ires de synthese 
sont repertories d'apres les sigies designes ci-dessus 

20 indexes d'un numero qui precise le nombre de chacune 
des reactions de substitution. 

Les valeurs des IC50 demontrent que les CMDSS 
ont des effets inhibiteurs de type hyperboiique non 
eorapetitif sur I'activite de l'elastase leucocytaire 

25 comparables a ceux de 1'heparine, I'un des meilleurs 
inhibiteurs de cette activite <Kt de I'ordre de 1 nM) . 
Les CMDBS exercent de plus et a I* inverse de 
1 ' heparins des effets inhibiteurs sur la plasmine, 

XI ressort en outre du tableau S que les effets 

30 inhibiteurs des fractions HSM et HSS sont super ieurs a 
ceux du mesoglycan et du sulodexide, respect ivement. 
Sxempje 4 ; Effet du CMg BS sur la reinnervation du 
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muscle s quel et.tigue du rat adulte au cours d e la 

regeneration post-traumatigue. 
INTRODUCTION; 

Des travaux anterieurs ( Schultz K . Anat. 
5 Rec.1984, 208, 501-506 ; Bassaglia Y. These de 
l'Universite Faris-XII, Creteil, 1991 } ont montre que 
les muscles lents posturaux en regeneration { type 
Soleus ) presentaient un defaut de re innervation 
metrics en relation avec des alterations des lames 

IC basales musculaires, Ces lames basales jouent ie role 
d'un interface fonctionnei au niveau de la synapse. 
Les axones rnoteurs de ces muscles ne parviennent pas a 
retrouver leurs anciennes cibles et les fibres 
musculaires non reinnervees subissent une degenescence 

15 fibrotique deux mois apres la lesion. 

Ce phenomene involutif post-traumatique ne se 
produit pas dans les muscles phasiques rapides du type 
de 1' Extensor digitorum longus ( EDL } dent les fibres 
recuperent leur f onctionnalite au bout de deux mois. 

20 Un analogue de synthese des heparanes 

raatriciels, le CMDBS { carboxymethyldextrane 
bensylamide sulfonate } s'est revele particulierement 
effxeace pour accroitre la vitesse et le degre de 
regeneration des deux types de muscles et tout 

25 particulierement le soleaire. Le CMDBS a ete 
experiments sur la reformation des plaques motrices de 
muscles en regeneration, traites ou non par ie CMDBS, 
dans un intervalle de temps de i a 50 jours, 

L 5 etude histologique de la reinnervation a ate 

30 effectues en reveiant cytochimiquement 

1 'acetylcholinesterase { AChE } f { Gautron J » 
Kistochem., 1982, 76,469-478 } des plaques motrices 
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combines a une methode d' imprecation argentique des 
axones ( Hopkins W.G, , J, Physiol, 1581, 320 f 5-6 } 
dans des coupes de muscles. 

Paxmi les principales isoformes de I'&ChE f 4 
5 S, ICS st 18S }, la forme asymetrique dodecamerique 
16S est concentree a la synapse neuro-sausculaire, chez 
le rat, Elle se lie par interaction ionique a la 
basaie par 1' intermediate d { une triple helice de 
coliagene { Vigny M« f Koenig J- and Riager F. J. 

10 Meurochem., 1S76, 27, 1347-1353; Blondet B et Gautron 
J. Biol. Cell., 1980, 38, 203-210; Blondet S. , Sieger 
P., Gautron J. and Pinton- Raymond M> Dev. Biol, 1981, 
117, 13-23 }, Cette isofoose constitue un teraotn 
bicchimique sensible de modifications raoiecul&ires 

15 tres fines des lames basales synaptiques. 

S>® degre de reinnervation des muscles regenares 
a ete mesure en dosant la choline acetyl transferase, 
Gette enzyme de synthase du mediateur chimique dans 
les fooutons terminaux constitue un marqueur specif igue 

20 de la croissance axonale a I'interieur du muscle, 
L* elevation de son activite accompagne notamment le 
foourgeonneraent des axones* 

msmmk ^ methodss 

1~ Lesion des ?sus cie^gael„etU23jgSi. 

25 45 rats wistar males de deux mois et demi 

repartis en deux lots tralfces parall element pour les 
etudes histoiogigues sur coupes ou biochimigues apres 
homogeneisation out ete utilises, 

Les rats ont ete anesthesias par 1 'ether, Les 

30 muscles EDL et Soleus ont ete leses par ecraseraent a 
1 ' aide d'une pi nee de Pean dont la press ion a ete 
maintsnue 10 secondes environ pour leser les fibres m 
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milieu du muscle. Les nerfs moteurs ont ete 
prealablement sectionnes, a 1' entree cits muscle, afin 
d'eviter uae lesion irreproductible des axones lors de 
1 • ecrasement du muscle. 100 pi de CMDBS a 50 pq / mi, 
5 rechauffe a 37 *C, ont ete injectes en 2D secondes dsns 
le muscle a i'aide d'une microseringue Hamilton munie 
d ' une aiguille de 50mm de long et 0,3 mm de diametre 
Las muscles controlateraux non ieses ont ete utilises 
ccmme temoins afin d'annuler les variation 

10 individuelles* 

Le reveil des rats apres anesthesie se fait en 
10 ron. lis recuperent une activite motrice en 30 mn. 
Les rats operes ont ete mis dans des cages 
individuelles de 6 dra2 et nourris a volonte. 

15 3rJ5£fegchimie des,,,AgM 

L 1 enzyme a ete revelee par la methode de J, 
Gautron {Hopkins W.G., J. Physiol. , 1981, 320, 5-6} . 
Les muscles fixes par le formaldehyde a 4% ont ete 
coupes longitudinalement a 80 mm d'epaisseur a I'aide 

20 d'un microtome a congelation. Apres ring age, les 
coupes ont ete incubees pendant 30mn dans le milieu de 
revelation contenant 5Cml d'acetyl-sulfure (Aldrich 
ref . :A2, 220-3 }, 1ml de ?b(N03) a 3% dans 1'eau, 50 mg 
d' acetyl tMocholine bromure {Aldrich ref. 85, 533-2 } 

25 dans 100ml de tampon tris-roaleate-NaGH 0,2M, pH 6,8. 

Apres revelation de I'AChE, les coupes 
longitudinales sont deshydratees par i'ethanol 100% 
puis rehydratees dans l'eau distiilee et incubees 
30 pendant 30mn dans la solution argent ique contenant 
0,31g d' acids borique, 19mg de borax, 2,5g d ' AgN03 
pour 250ml d'eau. La coloration est deveicppee pendant 
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10mn dans une solution de 5g de sulfite de sodium, Xg 
d'hydroquincne, 0,76g de borax pour 100ml d'aau. Apres 
ringage a 1'eau, les coupes sont deshydratees par 
I * sthanol , eclaircies par le xylene et montees entre 
5 lame et lamelle dans ie Baurae de Canada. 

Le nombre de plaques raotrices a ete estime par 
comptage dans chague coupe longitudinale de muscle. 
4~ Separation des isof qrmes.de 1 •acetylcholinesterase 
tine deuxieme serie de muscles teraoins at en 

10 regeneration a ete broyee a 300 RPM dans un 
homogeneiseur de Potter verre/verre contenant 0,5ml de 
solution d* extraction: 1% de Triton X10Q, 1M Naci, XsiM 
EGTA et lOmM tampon tris/Hel pR 7. Les homogenats sont 
centrifuges pendant 20mn a 20.000g et 100ml du 

15 surnageant est depose sur chaque gradient de densite. 

La separation des isoforraes est effectuee sur 
gradient continu et iineaire de sucrose 5 a 20% 
contenant les mimes concentrations de Triton, NaCl, 
EGTA et tampon que XVhomogenat. Acres l?h de 

20 centrifugation a 38.000 RPM dans un rotor Kontron TST 
41. 14, chague gradient a ete reparti en 40 fractions 
de 0,3ml environ, Chaque fraction a ete additionnee de 
1,5ml de reactif d'Ellman; 1'activite AChE a ete 
mesuree a 412nm, apres 4h d'incubation. 

25 La proportion de la forme asymetrique 16S a ete 

mesuree en % de I'activite totale de chaque gradient. 
5~ posage,de la Choline acetyl trans ferasa ( CAT ). 

Les muscles ont ete homogeneises dans du tampon 
tris/HCl 0,1M pH 7,6, contenant 2mM d ' EDTA . Les 

30 homogenats ont ete centrifuges a I3.D00g pendant 6 mn. 
L'activlte de la CAT a ete mesuree dens les 
surnageants par la msthode de Rand et Jonhson { Rand 
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J.B, and Johnson CD. Anal. Biochem., 1981, 116,361- 
371 }. 

L '.incubation se fait en presence de choline 
tritiee {1,5 mCi ), de 5 mM d" acetyl coA et de 200 ®M 
5 de bronvurs de neostigmine dans un tampon tricine/NaOH 
0,1M pH 8, La choline non acetylee est ensuite 
phosphorylee par la choline kinase (5 u ) en presence 
de 0,1M, d'ATP, 0,2M. MgCl2 pour 1,25 ml de tampon 
tris 0,1M. pH 8,1. L'aeetyl-SH choline synthetis-ee est 
10 mesuree dans nr. liquide scintillant pour phase 
organique contenant 3mg/rnl de tetraphenyl borate 
RESULT ATS 

1- Etude h ist oloqique et c ytochimigue 

Les fibres rapides { EDL ) possedent une 

15 gouttiere synaptique plus developpea que celie des 
fibres lentes ( figs. ?A et 7D }; les plis sous- 
neuraux sont egaiement plus developpes, 

Les muscles adultes leses et non traitss par ie 
CMDBS regenerent ccmpletement en 60 jours environs 

20 {fig. 7B ) « Les plaques motrices, avec dif f erenciation 
de la gouttiere synaptique, sont blen visibles et sont 
innervees par les axones. On redargue cependant, 
gu'apres 60 jours de regeneration, la surface de la 
gouttiere est plus reduite que celie des temoins 

25 controlateraux non leses (Figs. 7A et 7B } . 

L ' injection d'une dose unique de CMDBS { 100 jul 
a 50#g/ml }, au moment de la lesion, augments 
nettement ia surface synaptique. Apres 17 lours, les 
muscles EDL traites montrent une gouttiere tres 

30 differenciee et innervee dont la surface est 
superieure { environ 150% ) a celie des temoins; non 
leses { figs. 7A et 7C } . 
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Les fibres ientes { 85% dans le soieus } ont 
des plaques motrices de diametre comparable a celles 
de i'EDL ma is avec une surface synaptigue plus raduite 
{ fig.7D } et les terminaisons nerveuses y sent moins 
5 nosabreuses . 

En 1 ! absence de traitement par le CMDBS, le 
Soieus regenere trds incompletereent. Apres SO jours 
{fig. ?E ), les plaques ont un aspect diffus, non 
dif ferencie, probablement du a une reinnervation 

10 incomplete ou absente, I 'impregnation argentique ne 
montre pas clairement la presence d'axones. On observe 
par contra de nombreux bourgeonnements anarchiques des 
axones a 1 * inter ieur du muscle. 

Le traitement par le CMDBS ameliore 

15 considerabiement la reformation des plaques motrices 
(fig. 7F } qui presentent des gouttieres differencials 
et comparables a celles des teraoins. Les axones 
mcteurs sont egaiement visibles a proximite et au 
niveau des plaques, 

20 Ces observations ont ete quantifiees en 

comptant les plaques par coupe longitudinaie de muscle 
{ fig. S ) .Les deux muscles montrent une evolution 
tres difference; dans I'EDL, 80% dss plaques 
disparaissent au bout de 3 jours de regeneration, puis 

25 ieur norobre augraente regulierement de 7 a 45 jours 
pour attsindre 90% du tetnein. Dans le Soieus, la 
diminution initiale est moins importante, 
1 'augmentation est. ensuite plus rapide mais, au 
contraire de l'EDL, ce nombre diminue apres 13 jours 

30 et se stabilise a 60% du temoin. Cette augmentation 
transitoire des plaques entre 7 et 13 jours peut etre 
due a la formation de synapses temporaires ( synapses 



32 



fcrmssimmi 



ectopiques } , les axons s ne reoccupant pas Xeur 
ancienne gouttiere au niveau des basales synaptiguss. 
2- E tude biochim iaue 

2-1- Mu s cles reqeneres et non t raites. 
5 Les observation precedentes, ainsi que ceiles 

issues de 1 ' isununocytochimis de la 1 ami nine et de 
1'activite proteolytique , laissent penser gue, dans 
ie cas du soieus, les structures matricielles 
pottrraient etre par tiel lenient alierees, notarament 

10 ceiles dss basales synaptiques par suite d' alterations 
proteasigues iors de la myolyse initiale. 

L « acetylcholinesterase 16S (dodecamere asytnetrique 
A12 ) est focaiisee chez ie rat au niveau des lames 
basales synaptiques ( Vigny et al. precedemment cites) 

15 et constitue un niarqueur tres sensible de 1 'evolution 
de ces structures. 

Au cours de la regeneration, les deux muscles 
present ent des evolutions differentes de la proportion 
de cette isoforme {fig. 9 ) . Dans 1 ' EDL , apres una 

20 chute initiale de 85% eile augmente regulierement pour 
atteindre 90% du tsmoin non lese apres 28 jours de 
regeneration. 

Dans ie soieus, la chute initiale est plus 
iraportante {98% ), elle remonte rapidement jusqu'au 

25 13eroe jour mais elle decrolt ensuite fortement pour 
atteindre 20% settlement apres 28 jours. 

Ces deux resuitats confirment les observations 
histologiques de 1 'evolution du nombre de plaques 
(fig. 8 ), 

30 2 - 2 - Muscles regenare s apres traite ment par la CMDBS. 

La croissancs axonale a i'interieur du muscle 
et la re innervation ont ete suivies par ia mesure de 
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1* activity de la choline acetyl-transferase ( CAT ) 
(figs. 10 et 11 ) . 

En ccraparant I'activite CAT dans les deux 
muscles apres 7 jouxs de regeneration, on observe que 
5 is CMDBS dircinue celle-ci par rapport au muscle 
homologue non traita. Cet effet est particuHerement 
marque dans le cas du soleus, A ca stads on observe 
freguemment un bourgeonnement axonal dans Iss coupes 
hlstologigues , A 13 jours les valeurs de Cat dans les 

10 HDL traites ou non sont comparabies mais a 16 jours, 
I'activite Cat est 2 fais plus elevee dans i'EDL 
traite. Ceci pent etre rapproche das observations 
hlstologigues qui montraient una augmentation de la 
surface synaptique apres traitement. 

15 Dans le cas du soleus, 1' evolution apres 13 

jours est differente: le muscle traite ne subit pas la 
chute secondaire d'activita qui se produit en 
1' absence de CMDBS { fig. 11 ). 

En conclusion, 1' ensemble coherent des 

20 resultats hlstologigues et biochimiques met en 
evidence que le CMDBS agit tres ef f icacement sur ia 
regeneration axonale et synaptique du muscle stria. 
Cet effet, particulierement important dans le muscle 
lent postural, est obtenu apres una injection unique 

25 aussitot apres la lesion. Cette unique traitement 
suffit pour influencer toute la regeneration 
uiterieure. 

30 
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TABLEAU ,2 

Kffet nor. inhibitear_da_CMDBS vis-a-vls.„ds_J^ 
try^sine 



5 



10 



Trypsin* fiOs'ij/m!)!- SS7 


LOU 


CM DBS 


100 


Trypsiee+S87+50Mg.*m! 
(MDBS 


im 


Trypj-'ino ■;■ S 87 + 5flQ»g'ml 


wo 


S7 + f 1 ! 


a 
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Orioine , 


ant.U-.'ite anticoaqulan 


te st comnosition 


.UMPJZmUSBS. da four 


du S'aiodexids 
nlsseur 




Sulodexide 


Mesoglycar. 


Origins 


duodenum 
de pore 


aorta 


Activite 
anticoagulants 


50-70 iu/»g 


< 50 Hi /mg 


Composition 
nhimique 


Dernsatans 
sulfate 


20 - 35 % 


25 - 60 % 


Chcndroitine 
Sulfate 


2-7% 


3-15% 


Heparan© sulfat 


a + 
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Protection du TSFb eta par divers poXyrodges 



S 



TGF beta 


100% 


TGFbSsa + tiypsHie 


0% 


TGF beta + m&oglycan 


iOG% 


TGF beta raescglycan + txypsim 


50% 


TGFg+HSM 


100% 


TGF |5 * HSM * trypsine 


75 % 


TGF beta * sylodexide 


\m% 


TGF beta + sulodcxfde + trypsins. 


20% 


TGFO + HSS 


100% 


TGF^+HSS + jrypsine 


45% 


TGFb2ta*Dexlrane 


100% 


TGF beta + Dextrose + trypsins 


0% 


TGFbeia * Dextrane Sulfate 


100% 


TGF beta * Dextrane Sulfate * trypsins 


0% 


TGFbftta + Su«»e 


100% 


TGF beta + Suctase + t^psine 


0% 



HSM = Reparanes Sulfates purifies a partir cl« Mcsoglycan 
HSS = H6>aranes Sulfates purifies a partir tic Sulodexidc 
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TABLEAU 5 

Protection da FGF oar divers solymeres 

PROTECTION EH % 



FGF smil 


100 


FGF + Trypsine 


0. 


FGF + Trypsine + Heparin© 


ISO 


FGF + Trypsins' + Mesoglycan 


75 


FGF + Trypsine + Suiodexide 


70 


FGF * Trypsine + Mesoglycan traite 


0 


Keparinase 




FGF + Trypsine + Suiodexide traite 


0 


Heparinase 




FGF + Trypsine + Heparins Traite 




Heparinase 




FGF + KSM + Trypsine 


95 


FGF + KSS * Trypsine 


90 



0 



20 
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TABLEAU 6 

Inhibition des activates de 1'elastase at de 
la piasmlne 

5 



10 



15 



20 



Composfcs testes 


Elastase Leucocytaire 


Piitsmine 




IC50en;ig/mI 




CMDBSJof AM6 


W 


1,5 




> 100 


>100 


CMDBSlctfiMS 


10 


7 


T10CMD2B 


50 


53 


TlOSOMOiB 


>100 


>?00 


T1G3CMQ 


>100 


> 100 


TtO 


>J00 


> too 




72 


65 


HS Mesoatycan 


20 


22 


Stilodexlde 


79 


75 


HS SuJodextde 


25 


20 


Heparins |,8 


lipo-Mparine 




0,5 



HSM « Hdparajaes Sulfates purifies & partir du Mfisoglycan 
HSS « H£paranes Sulfates purifi&t § partir de Sufedodde 
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REVENDICATIONS 
2. Utilisation d'au moins an poiymere ou un 
biopolymere, appeles HBGFPP, protegeant specif iquement 
les facteurs de eroissance des families des FGF at TGF 
5 beta de la degradation trypsigue et n ' inhib&nt pas de 
man! ere significative la coagulation, pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement des 
lesions du systeme nerveux. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
10 caracterisee en ce que le poiymere ou biopolymere 
presente une activite anti-coagulante inferieure a 50 
u.i. par mg de poiymere. 

3> Utilisation selon l'une des revendications 1 
et 2 , caracterisee en ce que ledit poiymere n' active 
15 substantiellement pas le systeme du complement. 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que ledit poiymere 
potentialise in vitro les FGF. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 
20 a 4, caracterisee en ce que ledit poiymere inhibe 

substantiellement les activites proteasiques de 
I s diastase et/ou de la plasmine. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce que ledit poiymere ou 

25 biopolymere est un polysaccharide. 

7. Utilisation selon la revendication 5 
caracterisee en ce gue ledit polysaccharide est 
principalement compose de residus glucose. 

S, Utilisation selon Xa revendication 5, 
30 caracterisee en ce que le polysaccharide coraprend dss 
residus glucosamine et/ou d'acide uronique. 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
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caracterisee en ce que le polysaccharide comprend des 
diraeres giucosamine-acide uronique. 

10. Utilisation selon I'une des revendications 
8 et 9, caracterisee en ce que ledit polysaccharide 

5 est un glycosarainoglycane eventuelieraent associe a un 
lipide, un peptide ou un protide, ou un sulfate d'un 
de ces composes, 

11. Utilisation selon I'une des revendications 
1 a S/ caracterisee en ce que ledit polysaccharide est 

10 un dextrane substitue, 

12. Utilisation seion la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un 
CHDBS . 

13. Utilisation selon I'une des revendications 
15 1 a 5, caracterisee en ce que ledit polymer© est de 

nature non-osidique. 

14. Composition pharmaceutique pour ie 
traitement des lesions du systeme nerveux contenant au 
moins un polymere tel que defini dans i'une des 

20 revendications 1 a 13 en association avec au moins un 
escipient pharmaco 1 ogiquement acceptable. 

15. Fractions du mesoglycan ou du sulodexide, 
caracterisees en ce qu'elies sont enrichies en 

25 heparane sulfate. 

16 . Fractions selon la revendication 15 
caracterisees en ce qu'elles presentent au minimum 80% 
d' heparans sulfate et preferentiellement au minimum 
95% d 'heparane sulfate. 

30 17. Procede d' enrichissement en heparans 

sulfate d'.une composition de glycosaminoglycanes 
comprenant les etapes suivantes £ 
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chromatographic echangeuse d'ions de la 
composition, 

- elution sur un gel de DEAE, 

- traitement par la chondroitinase ABC, 

- chromatographic sur tarais molecuiaire, et 

- eiution de 1' heparans sulfate. 

18. Fractions selon 1 *une des revendi cations 15 
et 16, caracterisees en ce qu'elles sont susceptibles 
d'etre obtenues par ie precede selon la revindication 
17. 
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FIG* 1. 
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FIG. 2 A 
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FIG, 3 A 
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FIG* 3 B 
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FIG. 4.A 
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FiUILLE DE REMPLACEMENT (RBGLE 28) 
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